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摘要 : 植物 蛋白 酶 抑制 剂 是 植物 重要 的 防御 物质 之 一 。 为 了 研究 不 同 程度 前 叶 及 昆虫 取 食 诱导 与 兴安 落叶 松 
Larix gmelinii 针 叶 内 蛋白酶 抑制 剂 活性 变化 的 关系 ,分 别 以 剪 叶 及 落叶 松 毛 虫 Dendrolimus superans 取 食 处 理 兴 安 落 
叶 松 幼苗 ,用 紫外 分 光 光 度 法 测定 不 同 处 理 后 针 叶 内 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 (TD) 和 胰 凝 乳 和 蛋白酶 抑制 剂 (CIT) 活 性 变化 。 
结果 表明 : 落叶 松 毛 虫 取 食 及 剪 叶 可 诱导 兴安 落叶 松 产生 系统 性 防御 反应 , 处 理 后 的 1~ 20 天 ,苗木 针 叶 内 和 I 和 
CI 两 种 抑制 剂 活性 产生 显著 变化 ,诱导 产生 的 仁和 CI 的 活性 与 损伤 程度 无 显著 相关 性 。 相 同 损伤 程度 下 , 虫害 诱 
导 的 开 活 性 高 于 剪 叶 损伤 诱导 的 活性 ,但 二 者 差异 不 显著 ; 3 种 取 食 程度 诱导 的 CT 活性 ,只 在 第 5 天 同时 显著 高 
于 剪 叶 损伤 诱导 的 抑制 剂 的 活性 。 由 此 可 见 , 可 以 通过 适当 的 损伤 处 理 取得 与 昆虫 取 食 相 似 的 植物 抗 性 反应 , 这 
为 林木 病 虫 防 治 提供 了 新 的 思路 。 
关键 词 : 兴安 落叶 松 ; 落叶 松 毛 虫 ; 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 ; 胰 凝 乳 蛋 白 酶 抑制 剂 ; 剪 叶 损伤 ; 昆虫 取 食 
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Activities of proteinase inhibitors in Larix gmelinii seedlings under the 
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stresses of cutting needles and herbivore feeding 

WANG Qi', YAN Shan-Chun””, WANG Yan-Jun, ZHANG Jian ,YUAN Hong-E (1. Key Laboratory of 
Forestry Tree Genetic Improvement and Biotechnology of Ministry of Education, Northeast Forestry University， 
Harbin 150040, China; 2. Control and Quarantine Station of Forest Pests, Keshiketeng Banner Forestry 
Bureau, Inner Mongolia 025350, China) 

Abstract: Plant proteinase inhibitors (PPIs) are important defensive substances. Im order to understand the 
effects of damage degrees on the activities of PPlIs, the activities of trypsin inhibitors (TI) and chymotrypsin 
inhibitors (CI) in Larix gmelinii seedling needles after being cut with scissors or fed by the larvae of 
Dendrolimus superans at three various degrees, respectively, were assayed with UV-spectrometry. The results 
showed that both TI and CI activities in the seedling needles increased significantly after the two treatments 
from 1 to 20 days, compared with the control. However, there was no significant relationship between PI 
activities and the damage degrees. TI activities induced by insect feeding were higher than those by needle 
cutting under the same injured degree whereas the differences were not significant. Cl activities induced by 
larva feeding were all higher than those by needle cutting only on the Sth day no matter what damage degrees . 
Our research clearly demonstrated that making appropriate injury intentionally to mimic well the effects of 
herbivory feeding could increase larch defence, which can be used as a new method to control the larch pests . 
Key words: [JLarix gmelinii; Dendrolimus superans; trypsin inhibitors; chymotrypsin inhibitors; needle 


cutting; herbivore feeding 
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植物 在 长 期 的 进化 过 程 中 形成 了 复杂 的 化 学 防 
御 体 系 ,其 中 起 主要 作用 的 是 一 些 植物 化 学 物质 ,这 
些 物质 可 以 影响 昆虫 的 生长 ,发 育 、 取 食 、 行 为 ( 娄 永 
根 和 程 家 安 ，1997), 植物 蛋白 酶 抑制 剂 ( plant 
proteinase inhibitors，PPIs) 就 是 其 中 的 一 类 。PPIs 是 
一 类 富 舍 丝氨酸 的 碱 性 多 肽 或 蛋白 质 ,分 子 量 较 小 
( 王 琛 柱 和 钦 俊 德 ,1997)。 昆 忠 取 食 后 , PPTs 会 与 肠 
道内 的 蛋白 水 解 酶 特异 性 结合 , 抑制 消化 酶 的 活性 ， 
阻 断 或 削弱 蛋白 酶 对 食物 中 和 蛋白 的 水 解 , 或 能 刺激 
消化 酶 的 过 量 合成 和 分 泌 , 引 起 某 些 氨基 酸 的 缺乏 ， 
扰乱 昆虫 的 正常 代谢 ,最 终 导致 昆虫 发 育 不 正常 ,其 
至 死亡 CSchuler et al., 1998)。 
PPIs 作为 伤害 诱导 产物 在 草本 和 木 本 植物 中 都 
有 发 现 , 因此 通常 作为 伤害 反应 的 标志 和 蛋白 (marker 
protein)( 绢 金 英 ，2005)。 目 前 ,在 植物 中 发 现 的 重 
白 酶 抑制 剂 有 丝 氮 酸 蛋白 酶 抑制 剂 . 半 肛 氨 酸 和 蛋白 
酶 抑制 剂 . 天 门 冬 氨 酸 和 蛋白 酶 抑制 剂 和 金属 蛋白 酶 
抑制 剂 ( 王 琛 柱 和 钦 俊 德 ，1997)。 丝 氨 酸 蛋白 酶 抑 
制剂 与 抗 虫 关 系 最 为 密切 ,其 中 备 受 关 注 的 有 两 种 : 
胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 (trypsin inhibitors，TI)CChristopher et 
al.，2004) 和 上 胰 凝 乳 蛋 白 酶 抑制 剂 (chymotrypsin 
inhibitors, CI)( Bhattacharyya et al., 2007)。 

机 械 损伤 、 森 林 天 幕 毛 虫 Malacosoma disstria 取 
食 、 喷 洒 薪 莉 酸 甲 酯 .大肠 杆菌 Escherichia coli 侵 染 ， 
都 会 使 美洲 山 杨 Populus tremuloides TI 基因 特异 性 
表达 ( Haruta et al.，2001)。 将 损伤 诱导 的 WTI-1B 
胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 编码 基因 转移 至 水 稻 体 内 ,二 化 量 
Chilo suppressalis 幼虫 取 食 转基因 水 稻 后 发 育 迟 组 
(Atsushi et al .，1999)。 转 马 铃 慕 CI 基因 的 烟草 ,其 
功能 性 蛋白 被 积累 , 且 南 方 猕 纹 夜 峨 Chrysodeixis 
eriosoma 取 食 转 CT 基因 的 烟草 后 ,幼虫 生长 量 下 降 ， 
幼虫 肠 道内 胰 凝 乳 蛋 白 酶 活性 受到 抑制 (McManus 
et al .，1994), 这 些 研究 表明 PPIs 在 植物 诱导 抗 性 
的 研究 中 发 挥 重要 作用 。 本 试验 对 剪 叶 及 昆虫 取 食 
后 的 兴安 落叶 松 体内 两 种 蛋白 酶 抑制 剂 进行 测定 ， 
研究 不 同 损伤 程度 .不同 昆 虫 取 食 程度 , 对 兴安 落叶 
松 和 蛋白酶 抑制 剂 诱导 的 差异 性 。 


1 材料 与 方法 


1.1 供 试 材料 

植物 材料 为 东北 林业 大 学 老 山 试验 林场 网 棚 内 
培育 的 5 年 生 兴安 落叶 松 , 生 长 状况 均衡 。 昆 虫 为 
采 自 内 蒙古 元 什 殉 腾 旗 的 落叶 松 毛虫 晴 , 室内 羽化 ， 







































































































































































































































































































































































































































































交配 产 卯 , 幼虫 及 化 后 , 饲养 至 3 龄 备用 。 

1.2 试验 方法 

1.2.1 局 部 剪 叶 损伤 诱导 : 试验 分 为 剪 叶 4 枝 、 剪 
叶 8 枝 和 剪 叶 12 枝 3 种 处 理 , 在 进行 剪 叶 处 理 时 ， 
分 别 在 苗 的 东 、 南 、 西 、 北 4 个 方向 各 选择 1,2,3 个 
术 条 ,对 所 选 枝条 进行 剪 叶 处 理 。 每 种 处 理 又 分 为 
25%,50% 和 75% 3 种 不 同 剪 叶 程度 ,具体 剪 叶 方法 
参照 徐 伟 (2006)。 分 别 在 处 理 后 的 1,3,5,10,15 和 
20 天 , 取 未 损伤 的 剩余 针 叶 , 装 入 拉链 塑料 袋 内 , 迅 
速 放 入 冰 盒 , 带 回 实验 室 冰 箱 冷 冻 人 保存。 每 种 处 理 
设置 3 个 重复 ,每 个 重复 处 理 3 株 样 树 ,对 照 不 做 任 
何 处 理 。 每 次 采样 均 在 不 同样 株 上 进行 。 

1.2.2 幼虫 取 食 损伤 诱导 : 在 健康 苗木 的 东 、 南 、 
西 \ 北 4 个 方向 各 选择 1 个 枝条 ,将 3 龄 幼虫 放 至 所 
选 枝条 上 , 日 上 纱 笼 , 当 取 食量 相当 于 剪 叶 25%， 
50% 和 75% 3 种 程度 时 ,将 幼虫 取 下 。 分 别 在 处 理 
后 的 1，3，5，10，15 和 20 天 , 取 未 损伤 的 剩余 针 
叶 , 装 入 拉链 塑料 袋 内 , 迅速 带 回 实验 室 冷 冻 保 存 。 
每 种 处 理 设 置 3 个 重复 ,每 个 重复 处 理 3 株 样 树 , 对 
照 不 做 任何 处 理 。 每 次 采样 均 在 不 同样 树 上 进行 。 
1.3 胰 和 蛋白酶 抑制 剂 和 胰 凝 乳 蛋白 酶 抑制 剂 的 测 
定 

1.3.1 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 的 提取 : 取 1 g 落叶 松针 叶 
鲜 样 ,用 液 氮 粉 碎 后 ,加 入 6 mL Tris-HCL (0.5 mol/L， 
pH7.8) 绥 冲 液 , 冰 浴 研磨 至 匀 浆 ,4% 下 ，2 000 r/min 
离心 10 min, 取 上 清 液 待 测 。 

1.3.2 ”上 胰 蛋 白 酶 抑制 剂 活性 的 测定 : 胰 蛋 白 酶 抑 
制剂 活性 通过 胰 和 蛋白 酶 活力 的 降低 来 测定 , 取 200 
号 胰 和 蛋白 酶 液 SIGMA 公司 ) 和 40 的 胰 和 蛋白 酶 抑 
制剂 上 清 夜 ，25% 水 浴 15 min， 取 100 ypL 水浴 后 的 
混合 液 , 再 加 入 2.9 mL 0.05 mol/L 葵 甲 酰 精 氮 酸 乙 
酯 BAEE(SIGMA 公司 ) 绥 冲 液 (0.05 mol/L Tris-HCIl 
pH8.0，0.01 mol/L CaCl, ), 用 UV-240 紫外 分 光 光 度 
计 ( Ultrospec4300pro: Manufactured by Biochtom Ltd . 
Cambridge CB4 OF J. England) 在 256 nm 波长 下 测定 
吸光 度 值 ,此 方法 参照 徐 伟 (2006), 有 改动 。 

1.3.3 ”上 胰 凝 乳 蛋 白 酶 抑制 剂 的 提取 : 取 落 叶 松针 
叶 鲜 样 1 g, 加 入 5 mL 含 葵 基 硫 脲 (FLUKA 公司 ) 的 
Tris-HCl 缓冲 溶液 (0.5 mol/L，pH8.0), 人 研磨 成 匀 浆 ， 
在 4%C 下 12 000 r/min 离心 10 min, 取 上 清 液 待 测 。 
1.3.4 ”上 胰 凝 乳 和 蛋白 酶 抑制 剂 活性 的 测定 : 取 胰 凝 
乳 蛋 白 酶 液 CSIGMA 公司 )100 中 与 抑制 剂 提取 液 
160 呈 混合 ,25% 水 浴 15 min， 取 100 ylL 水浴 后 的 
混合 液 , 将 2.9 mL 的 葵 甲 酰 酷 氮 酸 乙 酯 BTEE 
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CSIGMA 公司 ) 立 即 加 入 混合 
外 分 光 光 度 计 在 253 nm 波长 下 ,测定 吸光 度 值 。 此 
方法 参照 徐 伟 (2006), 有 改动 。 














每 种 处 理 重 复 测 定 3 次。 
1.4 数据 分 析 





使 用 SPSS 











和 标准 误 , 采 用 one-way ANOVA 差 寞 显著 必 
法 ) 在 0.05 和 0.01 水 平 下 检验 与 对 
照 之 间 的 差异 显著 性 。 











LSD( 最 小 显著 




















应 液 中 ,用 








UV-240 紫 


12.0 软件 计算 抑制 剂 活性 的 平均 值 











2 结果 与 分 析 


2.1 





























E 分 析 , 以 


剪 叶 程度 对 针 了 叶 胰 蛋白酶 抑制 剂 活性 的 影响 
不 同 程度 剪 叶 损伤 处 到 
好 针 叶 内 了 H 的 活 愧 


EE 后 ,兴安 落叶 松 剩余 完 
FE 被 强烈 诱导 且 随 时 间 变 化 显著 。 
表 1 


剪 叶 处 理 4 枝 开 活 性 的 最 大 值 出 现 











在 剪 叶 后 的 第 5 








天 , 除 第 10 天 的 25% 外 ,3 个 损伤 程度 在 处 理 的 各 
时 间 段 均 能 显著 诱导 T 开 的 活性 ( 表 1)。 前 8 枝 

















25%，50% TI 的 活性 最 大 值 同 样 出 








现在 剪 叶 后 第 5 




















天 ,在 1~10 天 与 对 照 差异 显著 或 极 








显著 ;而 剪 叶 8 


枝 75% 在 第 5，10 天 ,TI 的 活性 降 至 最 低 , 与 对 照 差 





异 不 显著 ,在 15 ~ 20 天 TI 的 活性 





| 高 与 对 照 差异 




















显著 ( 表 1)。 藤 12 枝 的 25% 在 处 到 











的 各 时 间 段 均 


与 对 照 差 异 极 显著 , 剪 叶 12 枝 的 50%，75% 在 1~5 
天 被 强烈 诱导 , 且 与 对 照 差异 极 显 车 , TI 活性 最 大 











值 分 别 出 现 在 5 天 和 1 天 ( 表 1)。 
叶 4 枝 各 损伤 程度 诱导 的 开 活 性 与 
应 损伤 程度 诱导 的 开 活 性 差异 不 显 
天 4 枝 某 损伤 程度 诱导 的 开 活 性 显 
































在 第 5 ~ 10 天 , 剪 





前 8，12 枝 的 相 
著 , 在 1，15，20 
著 高 于 8，12 梳 








的 相应 损伤 程度 诱导 的 抑制 剂 活性 。 











剪 叶 程度 不 同 的 兴安 落叶 松针 叶 胰 蛋白 酶 抑制 剂 活性 随时 间 的 变化 


Table 1 The variations of trypsin inhibitors activities in undamaged needles of Larix gmelinii seedlings subjected 
to cutting needles at different degrees with time 




















剪 叶 程度 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 活性 TI activities 
Cutting degrees ld 5 d 10 d 15 d 20 d 

对 照 CK 5.91 + 1.258 全 8.16+2.036 dC 8.25 + 1.299 dC 10.00+ 1.732 cB 7.93+0.513 dD 
4 校 25% 14.41 + 0.803 cdBC 19.00 + 2.839 abcAB 11.25 + 0.000 bcB 13.50 + 0.901 abA 14.00+2.165 aABC 
Four S50% 16.50 + 0.000 abcABC 19.50+3.269 abcAB 17.50+ 1.392 aA 15.33+1.127 aA 14.33 + 1.876 aAB 
branches 75% 18.18 + 1.025 abA 22.75+2.410 aA 17.08 +1.421 aA 13.58 + 3.126 abA 14.25 + 1.984 aABC 
8 术 25% 13.42+1.127 dC 15.83+1.443 cB 13.08 + 1.702 bcABC 10.33 + 0.878 bcB 15.08 + 0.878 aA 
Fight S50% 11.42+ 1.258 eD 20.08 + 2.126 abAB 14.75 + 3.881 abAB 12.00 + 2.704 abcAB 15.50+ 0.901 aA 
branches 75% 10.67+ 1.528 eD 8.00 + 0.866 dC 8.00+3.031 dC 14.58 + 1.010 aAB 11.25 + 1.000 cBCD 
12 校 25% 9.92+0.144 eD 16.42+3.511 bcB 14.92 + 2.626 abA 15.00+ 1.299 aAB 14.00 + 1.089 aABC 
Twelve S50% 14.83 + 1.527 cdBC 16.67+ 1.127 bcB 9.75+0.866 cC 10.00+3.775 cB 10.67+0.144 cC 
branches 75% 20.42+0.803 aA 16.75 + 1.639 bcB 11.58 + 3.145 bcdC 10.58 + 1.377 bcB 9.75 +2.783 cdD 





表 中 数据 为 平均 值 + 标准 误 ; 同 列 不 同 字 母 





different injured degrees at the same time (smal 


剪 叶 程度 对 针 叶 胰 凝 乳 蛋白 酶 抑制 剂 活性 的 


2.2 














表示 相同 处 理 时 间 各 损伤 程度 诱导 抑制 剂 活性 差异 显著 性 (小 写字 母 : 


0.01); 表 2 同 。Data are mean + SE. Different letters in the same column mean significant difference of PT activi 




















P<0.05; 大 写字 母 : 
ies that caused by cutting needles under the 
] letters: P<0.05; capital letters: P<0.01). The same for Table 2. 
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表 2 





剪 叶 程 度 不 同 的 兴安 落叶 松针 叶 胰 凝 乳 蛋白 酶 抑制 剂 活性 随时 间 的 变化 




















Table 2 The variations of chymotrypsin inhibitors activities in undamaged needles of Larix gmelinii seedlings 
subjected to cutting needles at different degrees with time 
剪 叶 程度 胰 凝 乳 蛋 白 酶 抑制 剂 活性 CI activities 
Cutting degrees 1d 5d 10 d 15 d 20 d 
对 照 CK 13.32+ 1.394 cB 15.40+1.022 dC 13.55 + 1.840 eD 12.59 +0.611 dD 12.40+0.125 dC 
4 枝 25% 16.83 + 1.702 bA 19.00+1.941 cBC 14.00+2.411 deC 17.08 + 1.755 cC 14.00 + 2.817 bBC 
Four S50% 21.67 + 20.82 aA 21.27 + 1.388 bcAB 18.21 +1.229 abcABC 16.93+2.074 cC 15.93 + 1.981 abABC 
branches 75% 21.00 + 3.000 aA 21.75 + 1.984 abcAB 18.50 + 2.752 abcABC 18.67+1.876 bcBC 17.08 + 1.665 abAB 
8 枝 25% 21.51 + 1.971 aA 24.52+1.971 aA 21.50 +2.179 aA 23.17+0.629 aA 18.64 + 2.897 aA 
Fight S50% 20.24 +2.854 aA 23.24 + 2.853 abA 15.87 + 2.28 3cdeB 19.50 + 1.750 bcABC 18.67+1.1524 Aa 
branches 75% 22.76+ 1.402 aA 24.09 + 1.430 abA 21.10+1.650 aA 19.00+ 1.146 bcBC 15.11 +2.506 bdABC 
12 枝 25% 21.12+0.465 aA 24.12 +0.465 abA 19.04 + 1.614 abcAB 21.42 + 2.554 abA 15.08 + 1.756 bABC 
Twelve S50% 21.33 + 1.233 aA 23.33 + 1.233 abA 19.24 +0.918 bAB 16.70+2.128 cCD 14.84 + 0.950 bABC 
branches 75% 19.33 + 0.804 abA 22.33 + 0.804 abAB 17.16+ 上 1.833 bcdABC 15.37+2.203 dCD 12.17+ 1.627 dBC 
2.3 昆虫 取 食 或 剪 叶 处 理 后 兴安 落叶 松针 了 叶 内 和 蛋 活性 均 高 于 相应 程度 剪 叶 诱导 ,但 二 者 差异 均 不 显 
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The proteinase inhibitors activities in undamaged needles of Larix gmelinii seedlings subjected to cutting needles 


needles by scissors. 图 中 数据 标注 为 平均 值 上 标准 误 ; 不 同 字母 
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能 强烈 诱导 落叶 松针 叶 内 胰 和 蛋白 酶 抑制 剂 、 胰 凝 乳 
蛋白 酶 抑制 剂 的 活性 , 这 种 反应 在 苗木 的 非 损伤 叶 
片 中 十 分 显著 , 能 够 诱导 产生 系统 抗 性 。 有 研究 报 
道 , 局 部 损伤 可 以 激发 信号 物质 从 而 系统 诱导 整 株 
植物 蛋白酶 抑制 剂 的 基因 表达 (Arimura et al.， 
2005; Christeller，2005; 徐 伟 和 严 善 春 2005), 产生 
最 大 的 防御 反应 (Schaller et al.，2000; Ziegler et 
al .，2000), 构 建 起 防御 体系 。 因 此 ,植物 蛋白 酶 抑 
制剂 的 局 部 损伤 诱导 对 植物 体 来 说 是 一 种 非常 经 济 
有 效 的 防御 方式 (Ryan，2000; 宗 娜 等 ,2003)。 本 试 
验 结 果 显 示 , 剪 叶 4 枝 .8 枢 、12 棱 的 50% 75% 诱导 
抑制 剂 活性 的 最 大 值 无 显著 差异 , 而 更 少 的 前 叶枝 
数 是 否 可 以 达到 同样 的 诱导 效果 , 需要 进一步 的 控 
讨 。 
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松 毛虫 取 食 同样 能 够 显著 诱导 植物 蛋白 酶 抑制 

剂 的 活性 , 且 在 相同 损伤 程度 下 ,虫害 诱导 的 胰 和 蛋白 
酶 抑制 剂 、 胰 凝 乳 重 白 酶 抑制 剂 的 活性 均 大 于 剪 叶 
损伤 诱导 , 这 可 能 与 昆虫 的 取 食 方式 和 其 唾液 成 分 
在 植物 族 导 反应 中 的 作用 有 关 ( 息 海 娣 等 ,2006)。 
相似 的 试验 结果 在 许多 植物 中 都 存在 (Haruta et 
al .，2001; Lawrence and Novak，2004), 然而 Zong 和 
Wang(2006) 认 为 虫害 诱导 的 防御 物质 的 量 在 多 数 情 
况 下 虽然 高 于 损伤 诱导 , 但 二 者 产生 的 诱导 防御 反 
应 并 没有 本 质 上 的 差别 。 落 叶 松 毛虫 幼虫 取 食 以 剪 
叶 和 昆虫 取 食 处 理 的 落叶 松 苗 后 ,其 中 肠 总 消化 酶 
活性 无 显著 差异 ( 徐 伟 ，2006), 因此 在 研究 损伤 诱 
导 植 物产 生 系统 抗 性 过 程 中 ,可 以 寻求 更 安全 、 经 济 
的 办 法 , 从 作用 时 间 和 作用 方式 (Rose and 
Tumlinson，2005; 括 海 娣 等 , 2006) 上 拟 合 昆虫 取 食 ， 
从 而 达到 更 为 理想 的 诱导 防治 效果 。 
此 外 , 剪 叶 或 昆虫 取 食 诱导 生活 性 的 增加 幅度 
明显 大 于 CI, 因此 ,在 兴安 落叶 松 和 蛋白 酶 抑制 剂 的 
进一步 研究 中 ,应 将 两 种 抑制 剂 的 抗 性 相关 基因 进 
行 比 对 ,确定 在 其 诱导 过 程 中 是 否 存 在 着 关键 性 差 
异 , 以便 两 种 蛋白 酶 抑制 剂 可 以 在 抗 虫 过 程 中 同时 
发 挥 最 大 的 防御 效应 , 降低 昆虫 由 于 取 食 单一 品种 
的 蛋白 酶 抑制 剂 而 产生 的 适应 性 ,为 培育 兴安 落叶 
松 的 抗 虫 品 种 奠定 基础 。 
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